J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



© Veroffentlichungsnummer: 



0 404 097 

A2 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 90111640.0 


© int.C|5 : C07K 15/28, C12N 15/13, 


0 Anmeldetag: 20.06.90 

- 


C12P 21/00 




© Prioritat: 22.06.89 DE 3920358 


© Anmelder: BEHRINGWERKE 


@ Veroffentlichungstag der Anmeldung: 


Aktiengesellschaft 


Postfach 1140 


27.12.90 Patentblatt 90/52 


D-3550 Marburg 1(DE) 


© Benannte Vertragsstaaten: 


© Erfinder: Bosslet, Klaus, Dr. 


AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 


Am Schlag 5 




D-3550 Marburg(DE) 




Erfinder: Hermentin, Peter, Dr. 




Salzkoppel 9 




D-3550 Marburg(DE) 




Erfinder: Seemann, Gerhard, Dr. 




Auf der Ebert 1 




D-3550 Marburg(DE) 




Erfinder: Kuhlmann, Ludwig, Dr. 




Berliner Strasse 57 




D-6093 Fidrshetm am Main(DE) 




Erfinder: Steinstrasser, Axel, Dr. Dr. 




2um Morgengraben 26 




D-6237 Liederbach(DE) 




© Vertreter: Klein, Otto, Dr. et al 




Hoechst AG Zentrale Patentabteilung 




Postfach 80 03 20 




D-6230 Frankfurt am Main 80(DE) 



o 



© Bispezifische und oligospezifische, mono- und oligovalente Rezeptoren, ihre Herstellung und 
Verwendung. 



^© Die Erfindung betrifft bispezifische und oligospezifische, mono- und oligovalente Rezeptoren, die gentech- 
^nisch durch Fusion von fUr F(ab) Fragmente der Antikorper zweier oder mehrerer verschiedener Spezifitaten 

kodierende DNA mittels geeigneter Linker hergestellt werden. Vorzugsweise ist eine Spezifitat dabei entweder 
E^gegen ein auf der Zellmembran oder im Interstitium befindliches Epitop eines Tumorassoziierten Antigens (TAA) 
Qgerichtet, wahrend die weiteren Spezifitaten hochmolekulare oder niedermolekulare Uganden betreffen und z.B. 

mit den Komplexonen Athylendiamintetaracetat bzw. Diathylentriaminpentaacetat in Y90 komplexierter Form 
2(EDTA-Y90 bzw. DTPA-Y90) reagieren. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Bindung mit 
^.den Komplexonen am Komlexon-Rezeptor-Arm uber fos-jun Interaktion (oder auch Avidin-Biotin Interaktion). 

Weitere bevorzugte Spezifitaten haben katalytische Eigenschaften. 
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gentel!^ und oligova.ente Restore, die 

Spezimaten kodierende DNA m itte Is gel *2^Z£2T ?*Z 

dabei entweder gegen ein auf der ZeHmemLn odLr !^ , t \? ^ Vorzugsweise ist eine Spezifitat 
5 assoziierten Antigens (TAA) oder gegen e7n Ed tan St ,nt ! ) rS,,t,um befindliches Epitop eines Tumor- 
SpezifHiten hochmo.eku.are ode' SZj^ ^ 96riCh,et ' die weite ™ 

Athylendiamintetraacetat bzw. DViZenMa^oZL T< den be,reffen und * mit den Komplexonen 
DTPA-Y90, reagieren. ,n einer ^ Fo ™ < ED ™-™> bzw. 

USA 83. (1986) 1453-1457 (U,S ' Sta6 ' 2 und J - B ^an. Proc. Natl. Acad. Sci. 

- Transfektion der leichten und schwwon iean*> 

Mye.omze.ien oder andere ^ry^Z l^^Z^^r^ ^ ^ in ™<™ 
Anteiles (U. Zimmermann, Rev. Physio BiSrScTi f ,S " bis P e2i ^ch-monovalenten 
Cancer 43. (1989). 944-349) B '°cnem. Pharmacol. 105 (1986). 176-260; J. van Dijk et al. Int J 

°~ - Ve^ -ignen Tumoren eingesetz, 

lekuls uber langere Zeitraume und mit hohen SSlf^JlT TT ** bis ^'^ Makromo- 
SpezifitSten auf den Zielzellen erkannt werde^^ch^d fm f " 9 , der 0 Ebit0pe - die ™ *"» der beiden 
Unterbrechung der Behand.ung besteh Set' Z aI^Z ^ der 3US 6iner meh «agigen 

schen Antikorpers aus den nicht Zie^eweben stall AUt ° e " m,nat,0n des "nspezifisch adsorbierten bispezifi- 

te n ^^^z^t^^i^T b r2u9 r eise 6 — " 

ist, beschleunigt werden. Tumor-Arm des b.spezifischen Rezeptors gerichtet 

Komp.exkonstan.en fur beta- und g^S^r ^o Z^^T^Jl 0 Tr m - *" h ° h6 
den die zweite Spezifitat des bispezifischen AntikSrotl mit •! h ' *t • ' Tc oder ln hat und an 
eine Anreicherung des radioaktiven iXiHSZ^ ° UrCh di6Sen SchriH wird 

was die selektive Zerstorung des Zielgewebes zur fll I f T™ VerWett> am 2ie, 9*webe erreicht. 
Metastasen ermoglicht. ^eigewebes zur Folge hat bzw. eine Diagnostik beispielsweise von 

-J2£5K£2 ^^T^XZ^rT * >° Erfordernis 

ter "Linker" erzeugt werden. Dabei we'e^ ^ 9eei9ne " 

Antikorper a und b kodieren. mittels oeeinnpter 3 ! U. d e V " und Ch1 Abschnitte der 

dargeste.lt. dergesta.t verknQp T^tJ^T^ «* * Tab. 1 be.spie.haft 

spacer mit dem C-Terminus der C H 1 DomaneT MAK a k^nT^s ^ MAK b ° ber einen P °^P^ 
aus V„aCHla-Polypeptidspacer-V„bC H 1b wird 2 !11 J verbunden 151 <*9- 1)- Das Genkonstrukt 

Antik6r P eraundbineuka P ryont,sche ^^^ * leiCh,en Kette " d °' 

C k b Domanen sind so modifiziert da6 an den Si?;!' Ma < l,sm / e,om2el| en)- Die C H 1a, C H 1b. C k a und 

Ladungen aufeinandertreffen (cX^Tc^^fT^- D °™™ en, 9^"9esetzte 

hydrophobe oder jewei.s hydrophi.e ^Kon taktflachen P °*' " = negativ) b2w - *<* Jewei.s 

mas bevorzugt Hybridmoleku.e ausgeprarbefdenen Z uZT . ^ VOn den T ™sfekto- 

Ketten vorliegen (Fig. 2). 9 9 ' denen d ' 6 k0rrekten p aarungen aus schweren und leichten 

gege^Sl^r^ --rper b fUr einen Antik.rper 

OomL~^ 

,hkeit zur Assoziation mi, den ^Z^^^^^Z^^ 
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behindert ist. 

Valenzen oder Bindungsstellen bezeichnen die Antigen bindungsstellen. Ein bispezrfischer monovalen- 
ter Rezeptor hat bei zwei Spezifitaten, also je eine Antigenbindungssteile. Ein bispezifischer trivalenter 
Rezeptor besitzt folglich eine Antigenbindungssteile fur die eine Spezifitat und zwei Antigenbindungsstellen 
5 fur die andere. 

Bispezifische Rezeptoren, die bivalent fur das Tumorantigen (MAK a) und monovalent fur EDTA-Y90 
(MAK b) sind, werden hergestellt, indem man das oben beschriebene schwere Ketten-Genkonstrukt mittels 
des oben erwahnten Oligonukleotidlinkers mit dem Genabschnitt verknupft, der fur die V H und C H 1 Domane 
des MAK a kodiert (Fig. 3), so dafi das C-terminale Ende der C H 1 Domane des MAK b mit dem N- 
io terminalen Ende der V H Domane des MAK a durch einen Polypeptidspacer verbunden ist. Diese Genkon- 
strukte werden zusammen mit den Genen fur die zu den MAK a und b gehdrenden leichten Ketten in 
eukaryontische Zelien transfiziert (z.B. Myelomzellen). Die C H 1 und C k Domanen sind, wie oben beschrie- 
ben, mit komplementaren Ladungen bzw. jeweils hydrophoben oder hydrophilen Kontaktflachen versehen. 
Von den Transfektomas werden bevorzugt Fusionsmolekule ausgepragt die aus zwei F(ab) Fragmenten 
75 des MAK a und einem F(ab) Fragment des MAK b bestehen Fig. 4). Die Beweglichkeit der Peptidlinker 
ermoglicht die Ausrichtung der beiden F(ab)-Arme des MAK a zur Tumorzelle bei gleichzeitiger Ausrichtung 
des F(ab)-Armes des MAK b zum interzellularen Raum. Entsprechend konnen weitere Bindungsstellen 
( } identischer oder anderer Spezifitat zugefugt werden. Die Reihenfolge der Spezifitaten in den Konstrukten ist 

dabei frei kombinierbar. 

20 Die Erfindung betrifft folglich bispezifische oder oligospezifische, mono- oder oligovalente Rezeptoren. 

die sowohl Spezifitat fur ein auf der Zellmembran oder im Interstitium befindliches Epitop haben, zum 
Beispiel TAA oder TE, als auch Spezifitat fur einen nieder- oder hochmolekularen Liganden besitzen, der 
sich ausschlie/Jlich im extrazellularen Raum verteilt. Eine Spezifitat wird dabei vorzugsweise von den 
tumorspezifischen Antikorpern gebildet, wie in der deutschen Patentanmeidung P 39 09 799.4 vorgeschla- 

25 gen, wahrend die andere Spezifitat vorzugsweise gegen DTPA-Y90 oder EDTA-Y90 gerichtet ist. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Bindung mit Komplexonen am Komplexon-Rezeptor- 
Arm uber fos-jun Interaktion (siehe Beispiel 5). Eine weitere bevorzugte Variante der Erfindung besteht im 
Einbau von .katalytisch wirksamen Spezifitaten. Die Reihenfolge der Spezifitaten bzw. Bindungsvalenzen ist 
dabei frei wahlbar, wie beispielhaft in Rg. 4 fur drei Valenzen bei zwei Spezifitaten gezeigt. 

30 Besonders bevorzugt bei den erfindungsgema/ten Konstrukten sind solche, die ein V-Gen der Tabellen 
2, 3, 4 unoVoder 5 enthalten. Antikorper mit diesen Sequenzen und ihre Eigenschaften sind in der 
deutschen patentanmeidung P 39 09 799.4 beschrieben. Die "Complementarity Determining Regions" 
(CDR's) sind dabei nach Kabat und Wu (Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. of 
Health and Human Services, US Government Printing Office (1987)) identifizierbar. Bevorzugt sind ebenfalls 

35 Konstrukte, die Spezifitaten gegen die durch vorstehend geschilderte monoklonale Antikorper definierte 
Epitope enthalten. 

Zusatzlich betrifft die Erfindung gentechnische Verfahren zur Herstellung oben beschriebener Konstruk- 
J te sowie eine Verwendung o.g. Konstrukte zur Herstellung von Arzneimitteln zur Bekampfung und Diagnose 

von Zielzellen. Dabei findet in einem 1. Schritt nach Injektion der Konstrukte eine Absattigung der 
40 betroffenen Epitope auf Zielzellen statt, in einem nachfolgenden Interval! werden unspezifisch adsorbierte 
oder nicht gebundene Konstrukte eliminiert. Der daran anschlieflende Schritt besteht in der Injektion und 
nachfolgender spezifischer Bindung eines sich nicht in den Zielzellen anreichernden nieder- oder hochmole- 
kularen Liganden, der per se zytotoxisch ist oder gegebenenfalls in einem weiteren Schritt durch extrakor- 
porale Einwirkungen zur Zytoxizitat "aktiviert" wird. Verfahren dieser Art sind betspielsweise enzymatische 
45 Aktivierung, Aktivierung durch Mikrowellenbestrahlung eines "Pro-Drugs" oder Aktivierung durch Laserlicht. 
Die Erfindung ist ferner in den Beispielen und den Patentanspruchen enthalten. 



Beispiel V: Herstellung eines anti-DTPA-Y90 bzw. EDTA-Y90- MAK 

50 

Als Hapten wurde isothiocyanato-benzyl-DTPA (Formel 2) auf humanes Serumalbumin (HSA als Carrier) 
mit einem Derivatisierungsgrad von 19 Benzyl-DTPA Molekulen pro HSA-Molekul entsprechend der in 
(N.W. Brechbiel et al., Inorganic Chemistry 25, (1986) 2772-2781) beschriebenen Methodik kovalent 
gekoppelt 20 ug dieses Hapten- Carrier-Komplexes, in welchen kaltes Y komplexiert wurde, wurden s.c. an 
55 Tag 0 mit Freundschem Adjuvans, an Tag 7 und 14 mit inkomplettem Freundschem Adjuvans und an Tag 
21 mit PBS in Balb/c Mause injiziert. An Tag 24 wurden die Milzen der Mause mit den hochsten anti DTPA 
Antikorpertitern mit der SP2/0-Ag14 Myelomzellinie (Shulman et al., Nature 276, (1978) 269) fusioniert. 
Entstehende Hybridome wurden in einem DTPA-spezifischen ELISA auf Produktion von hochaffinen MAk 
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gegen DTPA und EDTA uberpruft. Der ELISA bestand aus einer festen Phase, die mit einer HSA-Benzyl- 
enthaltenden Losung beladen wurde. Der zu testende, den MAk enthaltende Uberstand wurde mit 
freiem Komplexon bzw. dessen Metallionkomplexen vorinkubiert und seine Bindung an die spezifische teste 
Phase gemessen. Hierzu wurde ein Enzymamplifikationssystem benutzt. welches an einen anti Maus- 
Immunglobul.nantikorper gekoppelt ist. Die Details dieser Methodik sind in Anlage 1a und 1b beschrieben 

Mittels d.eses Testsystems wurden MAk erhalten. welche die in Anlage 1e beschriebenen Eigenschaf- 
ten besitzen. 

Diese MAk binden im Gegensatz zu vielen anderen anti DTPA/EDTA MAk nicht an menschliche 
Normalgewebe. wie mittels der APAAP-Technik (Cordell et al.. J. Histochem. Cytochem. 32 219 1984) auf 
kryopraservierten Geweben ermittelt wurde. Ein in vivo Einsatz dieser MAk im Bereich der Diagnostik und 
Therapie ist somit moglich. 

AIs Kompetitoren wurden die Komplexone DTPA. EDTA in nicht komplexierter sowie in komplexierter 
Form (Anlage 1c) emgesetzt. Zusatzlich wurden als Inhibitoren die strukturverwandten Verbindungen 
Transacon.tsaure und 1,2 Diaminoethan verwendet (siehe Anlage 1e). Besonders geeignet fur eine in vivo 
Anwendung ist der MAk BW 2050/174 der im Gegensatz zu alien anderen MAk eine praferentielle Bindung 
an EDTA-Y zeigt (siehe Anlage 1e, niedriger Kompetitor Uberschufl fur EDTA-Y (lOOfach) hoherer 
UberschuB fur andere EDTA-Komplexone. Deshalb wurde das Hybrid 2050/174 stabilisiert und fur die 
Entwicklung des EDTA-Y-Armes im bispezifischen Rezeptor verwendet. 

Beispiel 2: Herstellung und Expression eines V H 1a C H 1 -Linker-V H 1 B C„1 Genkonstruktes 

Die hier verwendeten Techniken wurden. wenn nicht anders angezeigt. aus Molecular Cloninq a 
Laboratory Manual; Sambrook, Fritsch, Maniatis; Cold Spring Habor Laboratory 1982 (S 11 - 44 51 - 127 
25 133 - 134. 141 , 146. 150 - 167, 170. 188 - 193. 197 -199. 248 - 255. 270 - 294.310 - 328, 364 - 401 437 - 
506) und aus Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition; Sambrook. Fritsch. Maniatis Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 1989, (S. 16.2 - 16.22, 16.30 - 16.40. 16.54 - 16.55) entnommen 

E.n humanes lgG 3 C-Gen wurde aus einer humanen Genbank in EMBL3 Phagen isoliert (A.M Frischauf 
et al.. J. Mol. B.ol. 170, 827-842 (1983) und G.H.A. Seemann et al., The EMBO Journal 5 (1986) 547-552) 

Aus diesem lgG 3 C-Gen wurden wie in der deutschen Patentanmeldung P 38 25 615 0 beschrieben 
Konstruktionen hergestellt, die zum einen nur noch das C„1 Exon und ein Hinge Exon (Fig 5) und zum 
anderen das C„1 Exon und den 3 NT Bereich eines HLA B27 Gens enthalten (Fig. 6, Fragment M im 
Plasmid M). " 

Die Vh3 und V„b Gene wurden aus mRNA der Hybridklone a und b amplifiziert, wie von Orlandi et al 
(Proc. Natl. Acad. Sci, USA 86, (1989). 3833-3837) beschrieben und in einen Ml 3 Vektor kloniert (V„a PCR 
bzw. V H b PCR) (Fig. 7). Das V H a Gen wurde als Hindlll BamH1 Fragment in den eukaryontischen 
Expressionsvektor pEV H kloniert (Simon et al.. Nucl. Acids. Res. 16, (1988), 354) (Fig. 8). Es entsteht das 
Plasmid PEV H a C. 

Der humane IgG C Gen Subklon mit dem C H 1 und dem einen Hinge Exon (Fig. 5) enthalt zwischen C H 1 
Exon und Hinge Exon eine Pst1 Schnittstelle. Die V H Gene enthalten am 5' Ende eine Pstl Schnittstelle 
Das L.nkerol.gonukleotid wird so entworfen, dafl es am 5 Ende mit dem Bereich der Pstl Schnittstelle auf 
dem C H 1 + 1H Subfragment des IgG C Gens und am 3' Ende mit der Pstl Schnittstelle des VHb Gens 
™ .^f™ ° aS Unkero,i 9 onuk,eoti <i mittels seiner Pstl Schnittstellen in die Pstl Schnittstelle eines 
PUC 18 Plasmids kloniert (Fig. 9). Es entsteht der Plasmidklon L. 

Das Plasmid mit dem lgG 3 C Gen Subfragment mit C„1 Exon und einem Hinge Exon wird mit Pstl und 
BamHl gespalten und mit dem als Pstl BamH1 Fragment aus V„b PCR ausgeschnittenem V H b Genfrag- 
ment ligiert (Fig. 10). Es entsteht das Plasmid X. 

Das Plasmid X wird mit Pstl gespalten und mit dem ebenfalls mit Pstl aus dem Plasmid L 
ausgeschnittenen Linkerfragment ligiert (Fig. 11). Mit Hilfe der Nukleinsauresequenzanalyse wird der Klon Z 
so ident.fiz.ert, be. dem der Linker in der richtigen Orientierung zwischen C H 1 und V„b kloniert ist ohne den 
ntron/Exontibergang zwischen Intron 3 und Linkerexon und ohne das Leseraster am Obergang zwischen 
Linker und V H b Gen zu storen. 

Das Plasmid pEVa C wird mit BamHl gespalten und mit dem mit BamHl aus dem Plasmid M 
ausgeschnittenen Fragment M ligiert. Durch Restriktionsanalyse wird der Klon Y identifiziert der das 
55 Fragment M in der richtigen Orientierung enthalt (Fig. 1 2). 

Das Plasmid Y wird partiell mit BamHl gespalten und mit dem durch Hindlll und BamHl Spaltung aus 
dem Plasm.d X ausgeschnittenen Fragment (C H 1-Linker-V H b) nach Auffullen alter Enden ligiert Durch 
Nukleotidsequenzanalyse und Restriktionskartierung wird der Plasmidklon PEVT identifiziert der das 
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* .r.M nc^ro v lf a C H 1 -Unker-V H b C H 1 mit der richtigen Orientierung aller Exons enthalt (Fig. 13). 

da? Hasmid PEVT wird zusammen mit Plasmiden, die die Gene fur die leichten Ketten der Antikorper 
a : t tragen, in geeignete eukaryontische Expressionszellen transfiziert, um das Antikorper a F(ab) 
r-" t> F(ab) Fusionsprotein auszupragen. 



Am 



fvr»»< ^ Transfektion der leichten und schweren Ketten-Gene zweier verschiedener MAk (4 Gene) 

rw Isolierung von immunglobulingenen ist in der deutschen Patentanmeldung P 39 09 799.4 beschrie- 

» - r 

D* m Vektoren klonierten Gene wurden mittels Elektroporation nach Linearisierung der Vektoren in 
»t,-va/>',GS3 Myelomzellen transfiziert (H. Stopper et a!.. Biochem. Biophys. Acta 900 (1987), 38-44). Die in 
s^T.."*vdion ausgewachsenen Transfektome wurden auf Produktion von bispezifischem-monovalentem 
ma, m cwH-m sDezifischen RIA uberpruft. Dieser RIA bestand aus Festphasen-adsorbiertem TAA, auf 
?r r^-j blockade der unspezifischen "sites" durch Casein die zu testenden Transfektomuberstande 

✓ ■^-:-fi •jrao". reach Zugabe von mit Y 90 oder Mm Tc komplexiertem DTPA oder EDTA und Wegwaschen 
. :*-*sc*vitvo£ konnten diejenigen Transfektome, die bispezifischen-monovalenten anti TAA x anti EDTA 
MA^ fiu55^n^H>?n. an einem erhohten radioaktiven Signal auf der Festphase detektiert werden. 

l'ri'von 9 wurde stabilisiert durch "limited dilution" Klonierung und in Zellkultur aufgebaut. 
?a *>«Ujr jr^iK-rzunae wurden 10fach ankonzentriert, der MAk-Anteil wurde Liber Protein A chromatographiert 
r*>i l> et ai.. tmmunochemistry 15, (1978), 429) gereinigt und der den bispezifisch-monovafenten MAk 
mtr^^fxsc Anieii mittels Anionenaustauscher-Chromatographie gereinigt. (J. Van Dijk et al., Int. J. Cancer 
4 j riW9 344-349*. 



Em-sp*- 4 B#ologische Wirksamkeit 



G**emig;es. den bispezifischen-monovalenten MAk (BW 431/26 x BW 2050/174) enthaltendes Protein 
wo* «n SO0 ug Dosen an den Tagen 0, 3, 5, 8, 10 und 12 i.v. in human Tumorxenografts (CoCa 4) 
30 t-agmrto Nazktmause injiziert An Tag 27-30 erhielten die Tiere je 50 uCi EDTA-Y90 i.v. injiziert. Eine 2. 
Oru.x< von*lieren erhielt an den gleichen Tagen anstatt des bispezifischen MAk 500 ug des MAk BW 
43i -2i> undFWie oben beschrieben, die EDTA-Y90-lnjektionen. 

L»ne antte mit Tumor bestuckte Gruppe erhielt anstatt des MAk und des EDTA-Y90 Injektionen von 
PBS <Tumorwachstumskontrolle). 
35 Das Tumorwacnstum wurde uber 6 Wochen verfolgt Die Injektion von EDTA-Y90 fuhrte in der Gruppe, die 
oen uspeziftschen-monovalenten MAk erhielt, zu einer signifikanten Tumorwachstumsinhibltion, wohingegen 
die m:: MAk BW 431/26 injizierten und mit EDTA-Y90 behandelten Tiere keine Tumorwachstumsinhibition 
^viyiori. irn Vergleich zu den Tieren, die nur PBS erhielten. 

Dk;mj Oaten weisen auf die selektive tumortherapeutische Wirksamkeit des bispezifischen-monovalen- 
40 ten MAk in Kombination mit EDTA-Y90 als toxischem Prinzip hin. 

Noch gunstigere tumortherapeutische Effekte werden durch die oligovalenten/bispezifischen oder oligo- 
spenfischer. Rezeptoren erhalten, da sie aufgrund der bivalenten Bindung an TAA langer am Tumor 
verweiken ui.J somit der Ligand ebenfalls langer und in hoherer Konzentrationen am Tumor zuruckgehalten 
wire*. 

45 

Beimel 5: Optimierung der biologischen Wirksamkeit bi-oder oligospezifischer Makromolekuie durch 
Aviditjtsorhohung des anti-Komplexonarmes. 

so E»n entscheidender Faktor, der die effiziente Anheftung des hydrophilen, sich extrazellular verteilenden 
Komplexons am anti-Komplexonarm des oligospezifischen Makromolekuls beeinfluBt, ist die Aviditat dieses 
Armes 2um Komplexon. Die Aviditaten von monoklonalen Antikorpern zu ihren entsprechenden Epitopen 
liegon im Bereich von 10 s - 10 11 l/mol. Da diese Bindungsstarken vielleicht nicht ausreichen, um die fur 
eine effiziente Radioimmuntherapie notwendige Komplexonmasse am Tumor zu iokalisieren, wurde im 

55 folgsnden Beispiel die extrem starke Interaktion des fos-Leucin-ReiflverschluBpeptids (fos-Peptid) mit dem 
jun-Leucin-Retflverschlu/Jpeptid (jun-Peptid) genutzt (Erin K. O'Shera et al., Science, 245, 1989), um das 
Komplexon moglichst fest am anti Komplexonarm zu fixieren. Um diese starke fos-jun Interaktion nutzen zu 
konnen, mufl vorzugsweise das fos-Peptid kovalent mit dem Komplexon (DTPA) verknupft werden. Hierzu 
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kann im ersten Schritt isothiocyanatobenzyl DTPA mit Hydrazin (oder einem Diaminoalkan) umoesatzt 
warden. Das so entstandene DTPA-Benzyl-thiocarbazid kann in einem 2. Schritt i^SZlZKE 

gesetzt werden In emem 3. Schritt wird dann diese Verbindung mit dem urn fflycJSdJSi 
vertengerten os-Peptid (Bild 1, uber die freie SH-Gruppe des aminotermina.en Osteins er nuptt Das 0 
entstandene fos-Pepttd-DTPA-Konjugat wird in einem 4. Schritt mit Yttriumchlond komp exiert Der so 
defbi rT fo f e P. tid ^ kann dann zur in vivo An.agerung mZfiZ^wZ 



A) Herstellung des fos-EDTA-Y-Konjugat-Komplexes 
is Schritt 1: 



Synthese von EDTA-Benzyl-thiocarbazid 



hJS^ZTT n n2y '" ED J A (8CN *"™> (30 mg. 54 umol) wurde 1 h lang in 10 % (wv> waflrigem 
Hydrazm geruhrt. Dann wurde das Losungsmittel ,m Hochvakuum entfernt. der Ruckstand uber pZT 
STTSLT Hochvaku- getrocknet und schlieB.ich lyophi.isiert. Das Produkt wu ofmt SiSw^ 
(H+-Form) neutral.s.ert und erneut lyophilisiert (Ausbeute 28 mg). 



gynuesg von EDTA-Benzyl-(gamma-maleimidobutyryl)thiocarbazid 

geruhrt. Dann wurde zur Trockne emgeengt und der Ruckstand im Hochvakuum getrocknet. 
Schritt 3: 



Wng des EDTA.Ben 2yl -(g a mma.ma.eimidobu.yr y .)thiocarbazid an ry^ - 

„J { ?o l l Sm9 M deS fos -P e P«ds (4.8 mg. 1 umol) (siehe Schritt 3.1) in Phosphat-geputferter Kochsalzlo- 



Schritt 3.1: 



Aminosauresequenz des fos-Peptids (| |) mit N-terminaler GGC Verlangerung. 

. "• . yStem ' ° = As P ara 9 ins ^re, E = Glutaminsaure, G = Glycin I = 

StE£ v i y S> ; = Le T 7osin. Methionin - N = Aspara9in - Q = R ■ s ■ & T 

Die Oligopeptidsynthese erfolgte mittels eines automatischen Peptid-Synthesizers (Applied Biosystems 
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Model 430A) entsprechend der Merryfield Festphasen Methode (Stewart und Young. Solid Phase Synthesis. 
Pierce Chemical Company. 2. Edition. Rockford III.) mit der tert-butyloxycarbonyl Schutzgruppe. Die 
Oligopeptide wurden von dem Phenylacetamidomethylpolystyrene-Trager abgespalten. Nach Abspaltung 
• der Schutzgruppen (Tom et al. 1983, J. Am. Chem. Soc. 105, 6442-6455) wurden die Oligopeptide uber 
5 reversed phase Chromatographie (PepRPC-Saule, Pharmacia) wie bei Rivier et al. (J. Chromatography 288, 
303-328, 1 984) beschrieben gereinigt. 



Schritt 4: 

w 

Herstellung eines fos-Peptid-EDTA-Yttrium-Chelats mit einem nach Schritt 3 hergestellten fos-peptid-EDTA- 
Konjugates ~ 

75 Das gemafl Schritt 3 hergestellte fos-Peptid-EDTA-Konjugat (4.2 mg) wurde gegen isotonische 
Kochsalzl6sung/0.1 M Natriumcitrat, pH 7.0, in einem Dialyseschlauch mit Ausschluflgrenze, m.w. 1000 
(Spectrum) dialysiert und mit 6 mg Yttriumchlorid, die in 3 ml isotonischer Kochsalzlosung/0.1 M Natriumci- 
trat, pH 7.0, gelost waren, versetzt. Nach 1 h wurde gegen Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung ruckdialy- 
siert und die Chelatlosung bei -30° C praserviert. Das im obigen Beispiel beschriebene fos-Peptid-EDTA- 

20 Yttrium-Chelat wird dann ais Ligand benutzt, um mit hoher Aviditat an den jun-Peptid-Arm des bi- oder 
oligospezifischen Makromolekules zu binden. Die Konstruktion eines fur diese Interaktion besonders gut 
geeigneten bispezifischen Makromolekules ist im folgenden Beispiel beschrieben. 

25 B) Konstruktion des MAk-jun Fusionsmolekules 

Die hier verwendeten Techniken wurden, wenn nicht anders angezeigt, aus Maniatis et al. (Laboratory 
Manual EMBL (1982), Heidelberg, und Sambrook (Molecular Cloning: A Laboratory Manual) entnommen. 

30 

Schritt 1: *■ 

•.. 

Ein humanes lgG3 C-Gen wurde aus einer humanen Genbank in EMBL 3 Phagen isoliert (A.M. 
Frischauf et al., J. Mol. Biol. 170, 827-842, 1983 und G.H.A. Seemann et al.. The EMBO Journal 5, 547-552, 
35 1986). Aus diesem lgG3 C-Gen wurde, wie in der deutschen Patentanmeldung P 3825615.0 beschrieben, 
eine Konstruktion (D) hergestellt, die nur noch das CH1 Exon und das erste Hinge Exon des lgG3 C-Gens 
enthSIt (Fig. 14). 

Aus der gleichen Genbank wurde, wie ebenfalls in der deutschen Patentanmeldung P 3825615.0 
beschrieben, ein humanes HLA B27k Gen isoliert. Aus diesem HLA B27w Gen wurde ein Konstrukt (E) 
40 hergestellt, das nur noch das C3 Exon und den 3' NT Bereich des HLA B27k Gens enthalt (Fig. 15). 



Schritt 2: 

45 Das C1 Exon und der 3' NT Bereich des HLA B27k Gens wurden mit Xba1 aus dem Plasmid E 

herausgeschnitten, das Fragment isoliert und in die Xba1 Schnittstelle des Konstruktes D kloniert. Durch 
Restriktionsanalyse und Nukleinsauresequenzanalyse wurde der Klon F identifiziert, der das C3 Exon und 
den 3 NT Bereich des HLA B27c Gens in der korrekten 5 -3' Orientierung 3' vom lgG3 C-Gen Fragment 
enthalt (Fig. 16). 

50 

Schritt 3: 

Das Insert des Klons F wird unter Verwendung der Endonukleasen Hind III und Eco Rl aus dem 
55 Plasmid ausgeschnitten und zwischen die Hind III und Eco Rl Schnittstellen eines M13mp18 Doppelstrang 
(DS)-Phagen kloniert. Es wird der Phagenklon G isoliert. der das Antikorper/HLA Fusiongenfragment enthalt 
(Fig. 17). 



7 
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S. Mr if! -1 



G werden nach der Methode von T.A. Kunkel, 1985, Proc. Natl. Acad. Science, U.S.A., 

^ I fZ. I w raPariert ' ° ie Ein2e,stran 9Pha9en wurden mit den mutagenen Oligonu- 

. w , und 2 ( T ab . 6) nybrldisiert und dje LUcken 2wischen den 0|j n « K|enon 9 DNA 

. , u \TT 9386 f ° S l en ^ Transf «°" ^ E. cot wurde durch Restriktionsana.yse 

- • l2 ZT^T e T n T.T Pha9enk '° n identifi2i6rt (G) - b6i d6m die Sst1 «estr ik tionsschnitts«e Z 
- tnd c e des H,nge Exons delet.ert wurde. Gleichzeitig wurden am 3 ' Ende des Hinge Exons eine Sst1 

S * Thntlib h H,nge Exons von C in G umgewandelt und fur die Einfuhrung der Sst! und 
^C~J^ 15 - - * ^on des H,nge Exon! die Basen 



S -u 



Dorr* -.strana DNA des Phagenklons G' wird mit Sphl vollstandig und mit Sst1 partiell gespalten Die 
; .—.i,-ct, r O.gcnukleotide Jun . und Jun II (Tab. 8) werden zu einem Doppelstrang DNA Foment 

xtzxz* t^js^t ri Ende , n ie , eine 9eschnittene spm und ss " ^^zz l j 

1^9 JU " L6UCin 2pPer enthSlt (0 * Shea et al - Sci «^e, 245. 646-648, 

Da< d.ppo.strang.ge DNA Fragment wird in die Sst1 und Sph1 Restriktionsschnittstellen des F 

^TToTV T T ? a9en r n , H idemifi2iert ' d6r * GenkonM ^ ^ *> 
--ex. a... Scqner.r fj- das Jun Zipper Peptid inseriert ist (Fig. 19). 

Sctvir 6 

Das Inser des dS Phagen H wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hind III und Eco Rl ausgeschnit- 

N^ih T P t °JT 8r f 6 aUf9ef0llt md in eine " Sma1 S^paltenen KsF Vektor (Stratagene 1 1099 
Nxih Torrey P.nes Road, La Jolla California 92037) kloniert. Es wurde der Plasmidklon I identified der 

~^2ZZZ^^ ° rientierun9 enthaH < Fi9 - 20 >- in - - - - d ™' S 



Das Antikdrper/Jun/HLA Fusionsgen wurde mit BamHl aus dem KS Klon H1 ausgeschnitten und in das 

Lr*C G«! ?nS Das ' AG) ^ ** Sf> * M ° S «£**»»«-. ,mm ng,o- 

bu.,„ V-Ge,, enthalt Das spez.f.sche V-Gen wurde, wie in der Patentanmeldung P 3909799 4 beschrieben 

strukt ir de. korrekten Onentierung hinter dem V H Gen enthalt (Fig 21) 

D.e Kot.ansformation des Plasmids I mit einem Plasmid. der das Gen fur die leichte Kette des 
spen ,s=hen MAk entha't und einen P.asmid. der ein Resistenzgen tragt, fOhrt zur ExTress^ eines 

S^'S"? A ? k6rPC p H!* Fra9menteS ' ^ in d6r Hi " 9e Re ' i0 " -ei Jun Zipper PeSrenS 
wobc, das Jun Z.ppor Pept.d so verSndert ist, daB keine Homodimerbi.dung (Jun/Jun) mehr stattfindet 

Bdispie' 6: 



^ ^^^T 33 ^^ R^g^gnge am Tumor und Minimierung derse.ben im Blut 

Wissenschaftliche Untersuchungen anderer haben gezeigt. da/3 die Penetration von soliden Tumoren 
m,t Makrorno.eku.en > 50 kDa .angsam von statten geht und meist nur die Randregion bzw einige wen pe 
Area.e ,m Tumor erreicht werden. Diese Untersuchungen basieren auf Experiment, die 'JTSZS 
Injekt-on n,edr,ger Mengen von Makromo.ekulen beinha.ten. .m Gegensatz hierzu haben wir gefunTen 



o 
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durch repetitive i.v.-lnjektion gro/ter Mengen von bi- Oder oligospezifischen Rezeptoren (10 x 250 ug 
Rezeptor/Maus fur 10 Tage) eine weitgehende Durchdringung der gesamten Tumormasse in Nacktmaus- 
Xenografts moglich ist. Des weiteren bleiben die bi- oder oligospezifischen Rezeptoren aufgrund ihrer 
spezifischen Bindung an TAA fur lange Zeitraume (> 20 Tage) in groBen Mengen an der Tumorzellmem- 
s bran und im Tumorinterstitium hangen. Diese Befunde wurden mittels der indirekten alkaiischen Phosphata- 
setechnik an kryopraservierten Dunnschnitten von humanen Colon- und Pan kreas-Tumor-Xenog rafts erho- 
ben. 

Wahrend dieser Zeit (schon nach 10 Tagen) wurden die bi-oder oligospezifischen Rezeptormoiekule 
aus den TAA-negativen Normalgeweben und dem Blut durch Abbau und Ausscheidung bereits eliminiert. 
io Urn diesen Eliminationszeitraum zu verkurzen. wurde ein anti-idiotypischer MAk (anti Id), der nur mit dem 
anti TAA-Arm nicht gebundener bi- oder oligospezifischer Rezeptormoiekule reagiert, 24 Stunden nach 
Beendigung der 10 x Injektion von bi-oder oligospezifischen Rezeptoren i.v. injiziert (1 x50 ug anti Id). 
Diese einmaiige Injektion bewirkte eine beschleunigte Elimination der ungebundenen bi- oder oligospezifi- 
schen Rezeptormoiekule aus dem Blut und eine schnellere Metabolisierung in Leber und Milz. 
75 Aufgrund dieser Manipulation kann die Injektion des Komplexons (EDTA-Y90) schon 4 Tage nach 
Beendigung der Penetrations- und Bindungsphase des bi- Oder oligospezifischen Rezeptors erfoigen. Aus 
diesen Untersuchungen leitet sich folgendes Behandlungsschema (fur Nacktmause) ab: 

a) Tag 1-10, i.v. Injektion von je 1x250 ug bi- oder oligospezifischem Rezeptor 

b) Tag 11, i.v. Injektion von 1x50 ug anti Id 

20 c) Tag 14, i.v. Injektion einer therapeutischeen Dosis von EDTA-Y90. 

Aufgrund vergleichender immunszintigraphischer Daten in Nacktmausen bzw. Tumorpatienten sollte 
dieses Schema auch fur die Tumortherapie im Menschen geeignet sein. Allerdings bewegen sich die im 
Humansystem zu injizierenden Mengen in einer anderen Gro/tenordnung. i Ox 5-10 g bispez. Rezeptor, 1x1 
g anti Id. Die Injektion des anti Id ist fur die Therapie nicht zwingend. 

25 

Anlage 1a 

30 Quantitative Inhibition-ELISA fur MAk durch DTPA bzw. EDTA Komplexe 

Material: Teilbare 96-well Polystyrol Mikrotiterplatten (U-Form) Typ B, Fa. Nunc, Nr. 4-60445 

I) Pro well werden 50 ul Y Benzyl-DTPA-HSA 19-Konjugat mit einer Konz. von 1 ug Konjugat pro ml 
PBS, pH 7.2, pipettiert und uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 

35 2) Der Uberstand wird abgesaugt und 3x mit 0.05 M Tris-Citrat- Puffer, pH 7.4, (Waschlsg. 1) 

gewaschen; (1x waschen = 250 ul Waschlosung pro well einfUMen, 2 min stehen lassen, absaugen) 

3) Wenn die Mikrotiterplatte nicht direkt benotigt wird, wird sie uber Nacht auf Zellstoff bei RT 
(_ . ) stehengelassen (Offnung nach unten). Danach wird die Platte in Folien mit Trockenpatronen eingeschweiBt 

(Fa. Gaplast, Postfach 529, 8100 Garmisch-Partenkirchen). Unter diesen Bedingungen sind die Platten bei 
ao +4 C mindestens 8 Wochen haltbar. 

4) 250 ul Blocklosung werden pro well aufgetragen und 30 min bei 37* C inkubiert. 

5) Wahrend des Blockierens erfolgt die Vorinkubation des verdunnten Hybridomuberstandes mit dem 
Kompetitor (siehe Anlage 2). 

6) Von den zu testenden, entsprechend vorverdunnten und vorinkubierten Hybridomauberstanden 
45 werden pro well 50 ul aufgetragen und 30 min bei RT inkubiert. 

7) Anschlie/tend wird 3x mit Waschlosung 2 gewaschen. 

8) Anschlie/Jend werden 50 ul 1 :500 in Blocklosung verdunnter, mit alkalischer Phosphatase markier- 
ter Ziege anti Maus IgGi-Antikorper pro well aufgetragen und 30 min bei RT inkubiert. 

9) Danach wird 3x mit Waschlosung fur Enzygnost gewaschen. 
so 10) Anschlie/Jend werden 50 ul 0,1 mM NADP zugegeben. 

II) Danach wird 30 min bei RT inkubiert. 

12) Wahrend der Inkubation mit NADP wird das Verstarkersystem wie folgt angesetzt: 
pro Platte werden zu 2 Teilen INT und 1 Teil PB$, pH 7.2, zugegeben, des weiteren 1 Teil Diaphorase, des 
weiteren wird 1 Teil ADH zupipettiert. 
55 13) 50 ul dieses Verstarkersystem s werden pro well zugegeben. 

14) Bei deutiichem Farbumschlag von durchsichtig nach rot wird die Reaktion mit 100 ul einer 0,1 N 
H 2 S0 4 -L6sung pro well abgestoppt. 

15) Die Extinktionen werden bei 492 nm im TITERTEK R MULTISCAN vermessen. Als Blankwert 
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15 



70 



^ XrS o DP mi L 5 ° Ul ^^sung und 100 al 0,1 N H 2 S0 4 eingesetzt 

NADP - Fa. Sigma Best.Nr. N-0505 
INT - Fa. Sigma Best.Nr. I-8377 
ADH - Fa. Sigma Best.Nr. A-3263 
5 DIAPHORASE - Fa. Sigma Best.Nr. D-2381 

Waschlosung 2 - Fa. Behring, Best.Nr. OSEW96, 
enthalt Tween/PBS 

w Blocklosung: 

Herstellung von 0.1 mM NADP* 

2nZ 9 £Z*iZl™ m ' 20 mM TriS ' ^ mM M9S °- PH 9 " 5; die LSs -9 k ann b ei *f C mehrere 
Herstellung von INT (P-IODO NITROTETRA20LIUM Violet)- ' } 

2.5 mg/ml 30%igem Ethanoi im Ultraschallbad losen; imrner fnsch ansetzen 
Herstellung von Diaphorase: 
i mg Diaphorase/ml PBS, pH 7.2, wird portioniert bei -20 * C gelaqeri 
Herstellung von Alkoholdehydrogenase: 

O.b rr.g ADH'ml PBS, pH 7.2. werden portioniert bei -20 " C gelagert. 
Anlage lb 

*, Vonnkubation des Hybridomuberstandes mit dem Kompetitor 

Umrochnung von Gramm in Mol: 
ISO 000 g - 1 Mol MAk 
1^5 x 10- fe g- xMof 

1 25 ug = x = 8.33 10"'- Mol \ , 

Anlage 1c 



50 



Erzeugung der DTPA- bzw. EDTA-Komplexe 



55 



mk„„«. z„ m , 5a)un9 von , 0 „, dieS8r KomMttor , 5sung 2U aem „ ybrtaomOS L, n d ram 2U ^ B m 
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100000fachen Uberschutf an Kompetitor uber den im Hybridomuberstand enthaltenen MAk. Niedrigere 
Kompetitor zu MAk Verhaltnisse wurden dadurch erzielt, da/3 die Kompetitorlosung entsprechend dem 
gewunschten molaren Uberschu/3 (siehe Anlage 1b) in der jeweiligen Salzionenlosung verdunnt wurde. 

Anlage 1d 



Quelle und relevante physicochemische Parameter der eingesetzten Metallionen 
10 ' ^ — ~ ~ "~ * ~ — — — — — - - 

Von folgenden Metallionen wurden 10m molare Losungen in bidest hergestellt: 



15 



20 



25 



Manganchlorid (?) 


MG 161,88 




Fa. Merck 


Nr. 5934 


lonenradius Mn: 80 pm 


Cadmiumsulfate 


MG 256,5 




Riedel de Haen 


Nr. 31145 


lonenradius Cd: 97 pm 


Zinkchlorid 


MG 136,28 


Fa. Merck 


Nr. 8816 


lonenradius Zn: 74 pm 


Kupfersulfat 


Mg 159,61 




Fa. Riedel de Haen 


Nr. 31294 


lonenradius Cu: 96 pm 


Yttriumchlorid 


MG 303,36 




Fa. Aid rich 


Nr. 20,491-9 


lonenradius Y: 92 pm 


BleiflO-nitrat 


MG 331,20 




Fa. Riedel de Haen 


Nr. 31137 


lonenradius Pb: 120 pm 



30 Anlage 1e . 

Quantitativer Inhibitionstest von MAk durch DTPA bzw. EDTA 
35 molarer Uberschu/3 an Kompetitor der zu 50 % Inhibition der Bindung an das Festphasenantigen fuhrt 



MAK-Nr. 


DTPA-Y 


DTPA 


DTPA-Mn 


DTPA-Cd 


DTPA-Zn 


DTPA-Cu 


2050/174 


10* 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x1 0 3 


2050/531 


5x1 0 4 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x1 0 3 


2050/532 


5x1 0 4 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x1 0 3 


2050/534 


5x1 0 4 


10 3 


10 2 


10 2 


5x1 0 3 


5x 103 


2050/535 


10 4 


10 2 


10 2 


10 2 


10 3 


10 3 



45 



MAK-Nr. 


DTPA-Pb 


1 .2.Diaminoethan 


Transaconitsaure 


EDTA-Y 


EDTA 


EDTA-Mn 


2050/174 


10 3 


keine Inhibition bis 1 0 s 


keine Inhibition bis 10 5 


10 2 


10 3 


10 3 


2050/531 


5x1 0 3 


« 


n 


10 3 


10 3 


10 3 


2050/532 


5x1 0 3 


n 


n 


10 2 


10 3 


10 3 


2050/534 


5x1 0 3 


n 


»t 


10 2 


10 3 


10 2 


2050/535 


10 3 


n 


tt 


10 2 


10 2 


10 2 



55 
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MAK-Nr. 



2050/174 
2050/531 
2050/532 
2050/534 
2050/535 



EDTA-Cd 



10 3 
10 3 
10 3 
10 2 
10 2 



EDTA-Zn 



10 3 
10 3 
10 3 
10 3 
10 2 



EDTA-Cu 



10 3 

5x1 0 3 
10 3 
10 2 



EDTA-Pb 



5x1 0 3 
10 5 
10 s 

5x1 0 3 
10 2 



w 



75 



Tab. 1 



Peptidl inker mit dazugehdrigen Nukleotidsequenz 



en 



20 



25 



30 



P A 



5 , EPKSCGGEA 

CTCTCTGCAGAGCCCAAATCTTGTGGCGGCGAGGCAGCTCCCGCAG 
3 , GAGAGACGTCTCGGGTTTAGAACACCGCCGCTCCGTCGAGGGCGTC 



A A 



AAA 



GGQVQLQES 
CTGCACCCGCAGCAGCCGCAGCAGGCGGGCAGGTCCAACTGCAGGAGAGC 3 ' 
GACGTGGGCGTCGTCGGCGTCGTCCGCCCGTCCAGGTTGACGTCCTCTCG 5 ' 



35 



40 + = kodierender Strang 

- = komplementarer Strang 

45 



50 



55 
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Tab. 2 MAK A 
VH 

QVQLQESGGGLVQP'GGSLRL 
CAGGTCCAACTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGAGACTC 
10 20 30 40 50 60 



S CAT S GF SDY YMNWVRQP P G 
TCCTGCGCAACTTCTGGGTTCAGTGATTACTACATGAACTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 



KALE WLGF I SNKPNGH TT E Y 
AAAGCAC TTGAG T GG T T GG G T T T TAT TTCAAACAAACCTAATGG TCACACAACAGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 



SASVKGRFTI SRDNSQ S I LY 
AGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT 
190 200 210 220 230 240 



L Q M N T LRAED SATYYCAR D K 
CTTCAAATGAACACCCTGAGAGCTGAGGACAGTGCCACTTATTATTGTGCAAGAGATAAG 
250 260 270 280 290 300 



GIRWYFDVWGQGTTVTVS S 
GGAATACGATGGTACTTCGATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 350 



VK :af 

AILSASPGEKVTMTCRASSS 
AGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAG 
10 20 30 40 50 60 



VSYMHWYQQKPGSSPKPWIY 
TGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCCCCAAACCCTGGATTTA 
70 80 90 100 110 120 



ATSNLASGVPARFSGSGSGT 
TGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC 
130 140 150 160 170 180 



SYSLT IIRVEAEDAATYYCQ 
CTCTTACTCTCTCACAATCATCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA 
190 200 210 220 230 240 



QWS SNPLTFGAGTKLEI 
GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC 
250 260 270 280 290 



13 



EP 0 404 097 A2 



Tab. 3 MAK B 
VH 



LQESGPDLVKPSQSLSLTCT 
CTGCAGGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACT 
10 20 30 40 50 " 60 

VTGYSITSGYSWHWIRQFPG 
GTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGA 
70 80 90 100 110 120 

NKLEWMGYIQYS G ITNYNP S 
AACAAACTGGAATGGATGGGCTACATACAGTACAGTGGTATCACrAACTACAACCCCTCT 
130 140 150 160 170 180 

LKSRI S I TRDTS KNQFFLQL 
CTCAAAAGTCGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTG 
190 20C 210 220 230 240 

NSVTTEDTATYYCARE DYDY 
AATTCAGTGACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCAAGAGAAGACTATGATTAC 
250 260 270 280 290 3O0 

HWYF DVWGAGT T V TVS-S 
CACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
31 0 320 330 340 350 



VK 

LTQSPAIMSASLGEEITLTC 
CTGACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCTAGGGGAGGAGATCACCCTAACCTGC 
1° 20 30 40 50 - 60 

ST SSSVSYMHWYQQKSGTSP 
AGTACCAGCTCGAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACTTCTCCC 
70 80 90 100 110 120 

KLLIYSTSNLASGVPSRFSG 
AAACTCTTGATTTATAGCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCAGTGGC 
130 140 150 160 170 180 

SGSGTFYSLTI S SVEAEDAA 

AGTGGGTCTGGGACCTTTTATTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
190 200 210 220 230 240 

DYYCHQWSSYPTFGGGTKLE 
GATTATTACTGCCATCAGTGGAGTAGTTATCCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAG 
250 2 60 270 280 290 300 
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Tab. 4 MAK C 
VH 



QVQLQQSGPELVKPGASVKM 
CAGGTCCAACTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATG 
10 20 30 40 50 60 



SCKASGYTFTYYVIHWVKQK 
TCCTGCAAGGCTTCTGGATACAC^TTC^CTTACTATGTTATT(^CTGGGTGAAA(^GAAG 
70 80 90 100 110 120 



PGQGLEWIGY IHPYNAGTEY 
CCTGGGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATACATTCATCCTTACAATGCTGGTACTGAGTAC 
130 140 150 160 170 180 



NEKFKGKATLTSDKSS S T A Y 
AATGAGAkGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTT^ 

190 200 210 220 230 240 



M. ELS SLTSED SAVYYCSMGR 
ATGGAGCTCAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTTCAATGGGACGA 
250 260 270 280 290 300 



GGDYWGQGTTVTVSS 
GGGGGTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 



VK 

LTQSPAIMSASPGEKVTMTC 
CTGACCCAGTCTCCAGCAATTATGTCTGCATCTCCTGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGC 
10 20 30 40 50 60 



SASSSVSYMHWYQQKSGTSP 
AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCC 
70 80 90 100 110 120 



KRWI YDT SKLASGVPARF SG 
AAAAGATGGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGC 
130 140. 150 160 170 180 



SGSGTSYSLTI SSMEAEDAA 
AGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCC 
190 200 210 220 230 240 



TYYCQQWS SNPFTFGAGTKL 
ACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCGCGGGGACCAAGCTG 
250 260 . 270 280 290 300 
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Tab . 5 MAK D 
VH 

AESGPGLVRLTSLSITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCACTGTCTCT 
10 20 30 40 50 60 



GFSLISYGVHWVRQPPGKGL 
GGCTTTTCATTAATTAGTTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG 
70 80 90 100 110 120 



EWLGVIWAGGSTNYNSALMS 
GAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC 
130 140 150 160 170 180 



RLSI SKDNSKSQVFLKMNSL 
AGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTG 
190 200 210 220 230 240 



QTGDTAIYYCARGGDDYDGF 
CAAACTGGTGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGATGATTACGATGGGTTT 
250 260 270 280 290 300 



AYWGQGTTVTVSSGES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTCC 
310 320 330 340 



VK 

LTQSP SSLAVSAGEKVTMSC 
CTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAGCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGC 
10 20 30 40 50 60 

KSSQSLLSSTKRKNYLAWYQ 
AAATCCAGTCAGAGTCTGCrCAGCAGTACAAAGCGAAAGAACTACTTGGCTTGGTACCAG 
70 80 90 100 110 120 

QKPGQSPKLLIYWASTRESG 
CAGAAACCAGGTCAGTCTCCTAAACTACTGATCTACTGGGCArCCACTCGGGAATCTGGG 
130 140 150 150 170 180 

YPDRFTGSGSGTDFTLT1SS 
GTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGT 
190 200 210 220 230 240 

VQAEDLAVYYCKQSYNLRAF 
GTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAATCTTCGGGCGTTC 
250 260 270 280 290 300 

GGGTKLEIK 
GGTGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAA 
310 320 
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t-fc.?ac>enc O igonukieotide: 

1 ) 5 CTTACCTGGG.CATGCCCCGA.GCTCCCGTGG.GCATGT3' 

2) 5 AGTGGGGTTT.TCAGCTCTGCAGAG3' 

• a r * 1 1 e 7 



k ,4l. 7i\ /p\ t\ &\ o\ f\ r\ V\t\g 




AG AGCTCAAA.ACCCCACTTG.GTGACACAAC.TCACACATGC 



O 
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Tab. 8 



Jun I Oligonukleotid 

5 • CTACGCTCGG . CTAGAGGAAA . AAGTGAAAAC . 
CTTGAAAGCG . CAAAACTCCG . AGCTGGCATC . 
CACGGCCAAC . ATGCTCAGGG . AACAGGTGGC . 
ACAGCTTAAG . CAGAAAGTCA . TGAACCACCG . 
ACCTGCATB3 » . 



Jun II Oligonukleotid 

5 ' CAGGTCGGTG . GTTCATGACT . TTCTGCTTAA . 
GCTGTGCCAC . CTGTTCCCTG . AGCATGTTGG . 
CCGTGGATGC . CAGCTCGGAG . TTTTGCGCTT . 
TCAAGGTTTT . CACTTTTTCC . TCTAGCCGAG . 
CGATGAGCT3 « . 
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Forme 1 i 

DTP A 




Fofmel 2 



Isothiocyanatobenzyl-DTPA 




Anspruche 

1. Bispezifische Oder oligospezifische mono- Oder oligovalente Rezeptoren, gentechnisch erhaltlich 
durch Fusion von fur V H und C H 1 Regionen der Antikorper zweier Oder mehrerer verschiedener Spezifitaten 
kodierende DNA mittels geeigneter Linker und anschlieflende Expression zusammen mit den dazugehoren- 
den Genabschnitten fur die leichten Ketten in Expressionssystemen. 
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30 



35 



40 



.*-J~h?^ 1 ' ^ 9ekenn2eich " et ' dafi — Spezifita, ka,a ly t,sche oder 

< f^eptoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi eine Spezifitat gegen animate oder 
■ :r ,v ,,-morassoziierte Antigene gerichtet ist und eine andere Spezifitat gegen 

► ,^* f ^ff 0ren K na f Ch Ans P ruch , 4 ' dadurch gekennzeichnet, daC die Komplexonbindung am Rezeptor- 
K.>^A.-xon-Arm uber fos-jun Interaktion erfolgt. ™*«*pior 

6 Rezeptoren nach Anspruch 1, 2. 4 oder 5. dadurch gekennzeichnet, dafi eine Spezifitat von den 
n ™*ionalen Ant.korpern mit den variablen Regionen gemaS Tab. 2. 3, 4 oder 5 stammt 

^^rr^^r 1 * 2,4,5 oder 6 - dadurch *- 

---^«r 1 * 2 ' 4 ' 5 ° der 6 ' dadUrCh *™**«> ** W «- Spez-fitaten 4 
9 ^zr^ren nach Anspruch 1, 2, 4, 5, oder 6. dadurch gekennzeichnet, daC bei drei Spezifitaten eine 
£TJ.™ 9 ° nChtet " Und 3nderen in -terschiediicher Weise «eg-n DtSTSTeSta 

^. ' C , V i*T e !l SUr " erSte,lun9 von R ^eptoren nach Anspruch 1. 2. 3, 4, 5 oder 6. dadurch gekennzeich- f ^ 

^ "4 e !J S ! C " Ke «^-A"tik6rpertei.e kodierenden DNA-Fragmente mittels Link! veZden 

r " h S ! VStem k US t mmen mit d6n Genen fCir die ,eichten Ketten exprimiert werden 

1 1 hczvpto-en nach Anspruch 1 bis 9 als Arzneimittel. 

r-aimtars^fuche lur folgende Vertragsstaaten: ES und GR 

J 'TT 2U ' 9 entecnnischen Herstellung eines bispezifischen oder oligospezifischen mono- oder 
oHmmon Hezeptors. dadurch gekennzeichnet. daB die fur die schweren Kwl^S^S^et 

r^n^^^ - * — t em _ p n ^srs: 

h^^L^ aekennzeicnnet, da. e,ne Spezifitat gegan animaie oder 

^^^vttSsiuf AnSPmCh 1> dadUrCh 9ekenn2eiChnet ' dafi ei <* Spezifitat kata.ytische oder enzymati- 

hu mL V r ,ah,en naCh A " SpruCh 1 ' dadurch gekennzeichnet, dafi eine Spezifitat gegen animale oder 
humane tumorassoznerte Anfgene gerichtet ist und eine andere Spezifitat gegen em Komptexol "giiSet 

KJLicTZn-Z^ AnSp, ; UCh * dadUrCh 9 ekenn2ei ^^t, daB die Komp.exonb.ndung am Rezep.or- 
Kompicxon-Arm uber fos-jun Interaktion erfolgt "ezepior 
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